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PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK BIJI ANGGUR (Vitis vinifera) 
TERHADAP EKSPRESI INHIBIN TESTIS DAN PROTAMIN  
PADA HEWAN MODEL TIKUS PUTIH 
(Rattus norvegicus) YANG DIBERI 




Asap rokok merupakan kumpulan dari radikal bebas yang dapat menyebabkan 
terjadinya stress oksidatif dan mengganggu proses spermatogenesis. Radikal bebas 
yang masuk ke dalam tubuh menyebabkan terjadinya gangguan pada susunan protein 
dan DNA spermatozoa yang diatur oleh protamin, serta dapat meningkatkan inhibin 
dalam menghambat fungsi hormonal pada spermatogenesis melalui mekanisme 
negative feedback terhadap FSH, sehingga infertilitas meningkat. Biji anggur telah 
diteliti mengandung proanthocyanidins yang berfungsi sebagai antioksidan yang 
diyakini dapat menekan produksi radikal bebas akibat paparan asap rokok. Tujuan 
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak biji anggur (Vitis 
vinifera) terhadap ekspresi protamin dan inhibin tikus putih (Rattus norvegicus) yang 
dipapar asap rokok. Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus (Rattus norvegicus) 
jantan yang dikelompokkan menjadi 5 kelompok yaitu (K-) kontrol negatif, (K+) 
kontrol positif dan P1, P2, P3 adalah kelompok terapi ekstrak biji anggur dengan dosis 
0,9 mg/200g BB/hari, 2,7 mg/200g BB/hari dan 5,4 mg/200g BB/hari. Paparan asap 
rokok dilakukan selama 14 hari sebanyak 2 batang per hari dengan waktu pemaparan 
selama 15 menit. Pemberian terapi dilakukan dengan cara sonde. Ekspresi protamin 
dan inhibin diamati dengan menggunakan metode imunohistokimia. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dengan dosis 5,4 mg/200g 
BB/hari secara signifikan (p<0,05) dapat meningkatkan ekspresi protamin sebesar 
476,47% dan menurunkan ekspresi inhibin sebesar 50,61%. Kesimpulan dari penelitian 
ini menunjukkan bahwa terapi ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dapat menurunkan 
ekspresi inhibin dan meningkatkan ekspresi protamin secara efektif sehingga dapat 
menurunkan infertilitas.  
 
 
























THE EFFECT OF Vitis vinifera EXTRACT TOWARD  
INHIBIN TESTIS AND PROTAMINE EXPRESSION ON 
RATS (Rattus norvegicus) EXPOSED 




Cigarette smoke produced by smoking is known to contain free radicals which 
could cause oxidative stress and disrupt the spermatogenesis process. Free radicals 
enter the body could cause disruption of spermatozoa DNA and protein structure which 
regulated by protamine, and could increase inhibin in inhibiting hormonal function in 
spermatogenesis through negative feedback mechanism towards FSH, and lead to 
infertility increases. Grape seeds have been studied to contain proanthocyanidins that 
act as antioxidants that are believed to suppress free radical production due to exposure 
by secondhand smoke. This research aimed to determine the effect of  grape seed 
extract (Vitis vinifera) toward protamine and inhibin expression on rats (Rattus 
norvegicus) exposed by cigarette smoke. Research sample used male rats (Rattus 
norvegicus) divided into five groups: control group or negative group (K-), cigarette 
exposured group or positive group (K+), and P1, P2, P3 were cigarette exposured group 
and given therapy of Vitis vinifera extract dose of 0,9 mg/200g BW/day, 2,7 mg/200g 
BW/day, and 5,4 mg/200g BW/day. Cigarette smoke exposure was done for 14 days 
with two cigarettes per day for 15 minutes each. The therapy was given using “sonde” 
method. Protamine and inhibin expression were observed using immunohistochemistry 
method. The result showed that Vitis vinifera extract with dose of 5,4 mg/200g BW/day 
significantly (p<0,05) increase the protamine expression at 476,47% and decrease 
inhibin expression of inhibin at 50,61%. It can be concluded that therapy of grape seeds 
(Vitis vinifera) extract could decrease inhibin expression and increase protamine 
expression significantly so it can reduced infertility. 
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Rokok merupakan benda berbentuk silinder yang terbuat dari daun tembakau
yang telah dicacah dan dibungkus dengan kertas berukuran panjang antara 70 hingga
120 mm ataupun bervariasi ukurannya. Di dalam rokok terdapat kurang lebih 4000
lebih elemen-elemen dan 200 elemen di antaranya berbahaya bagi kesehatan individu
dan masyarakat (Setyowati et al., 2008). Racun utama pada rokok adalah tar, nikotin,
amonia, benzapyrene, fenol, kadmium, dan karbon monoksida (Tandra, 2003). Riset
telah banyak yang membuktikan bahwa rokok sangat menyebabkan ketergantungan,
di samping menyebabkan banyak tipe kanker, penyakit jantung, penyakit pernapasan,
penyakit pencernaan, efek buruk bagi kelahiran, dan emfisema, serta berperan dalam
infertilitas baik pada wanita maupun pria (Yapri, 2001).
Efek merokok tidak hanya pada perokok saja tetapi juga individu-individu di
sekitarnya, tidak terkecuali hewan peliharaan. Hewan peliharaan yang sering terpapar
asap rokok karena pemiliknya mempunyai kebiasaan merokok dapat terpengaruh pula
metabolisme tubuhnya. Efek yang ditimbulkan beragam sebagaimana pula efek yang
muncul pada si perokok, contohnya yaitu infertilitas (Sparker dan Phillipe, 2008).
Infertilitas merupakan ketidakmampuan organ reproduksi untuk bekerja optimal
menjalankan fungsi fertilisasi. Sebagaimana pada manusia, hewan dikatakan infertil
apabila tidak dapat bunting walaupun telah berkali-kali melakukan fertilisasi (Yapri,



















sperma, gangguan pada rahim, gangguan hormonal seperti hambatan sekresi FSH dan
LH, ataupun adanya paparan zat oksidan maupun radiasi yang terlalu tinggi
(Palkhivala, 2005). Hambatan sekresi FSH dan LH dipengaruhi oleh suatu hormon
yang diproduksi pada ovarium dan testis, yaitu Inhibin. Inhibin merupakan hormon
yang sering digunakan sebagai marker fungsi spermatogenesis dan infertilitas pada
pria atau hewan jantan (Kumanov et al., 2006). Tidak hanya itu, paparan asap rokok
yang merupakan kumpulan dari radikal bebas dapat mempengaruhi susunan protein
DNA pada spermatozoa yang diatur oeh protein protamin. Ekspresi protamin yang
abnormal menyebabkan gangguan tahap akhir pada spermiogenesis (Carrell dan Liu,
2001). Semakin banyak kerusakan pada protamin, maka semakin buruk pula kualitas
sperma yang dihasilkan dan akhirnya dapat meningkatkan infertilitas (Hecht, 2002).
Aktivitas radikal bebas dapat ditangkal dengan suatu zat yang disebut
antioksidan, yaitu zat yang mampu memperlambat atau mencegah proses oksidasi.
Buah anggur merupakan salah satu antioksidan yang memiliki kandungan dan
efektivitas yang tinggi dimana mengandung fenol. Turunan dari fenol yaitu
Proanthocyanidins (proanthocyanidins oligomer) merupakan zat antioksidan yang
20% lebih besar dari vitamin E dan 50% lebih besar dari vitamin C, dan terdapat
banyak pada biji anggur (Monagas et al.,2003).
Berdasarkan latar belakang di atas, penelitian ini dilakukan untuk mempelajari
pengaruh pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) terhadap ekspresi protamin





















Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka dapat dirumuskan
beberapa permasalahan berikut:
1. Apakah pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dapat meningkatkan
ekspresi protamin spermatozoa pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus)
yang diberi paparan asap rokok?
2. Apakah pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dapat menurunkan
ekspresi inhibin testis tikus putih jantan (Rattus norvegicus) yang diberi
paparan asap rokok?
1.3 Batasan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini dibatasi
pada:
1. Tikus putih yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih strain
Wistar jantan dengan umur 12 minggu dan berat badan 175 – 200 gram yang
di peroleh dari  UPHP Universitas Gajah Mada. Penggunaan hewan model
telah mendapatkan izin laik etik dengan nomor 201-KEP-UB.
2. Pemaparan asap rokok dilakukan dengan smoking pump secara manual
menggunakan rokok non filter sebanyak 2 batang per hari selama 15 menit
setiap hari selama 14 hari dalam box pengasapan (Oktavianis, 2011).
3. Ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) yang digunakan adalah jenis anggur hijau
yang diperoleh dari kota Malang, dan diekstraksi dengan metode maserasi



















diberikan selama 14 hari berturut – turut dengan dosis 0,9 mg/ekor, 2,7
mg/ekor, dan 5,4 mg/ekor untuk masing – masing tikus sesuai dengan
perlakuan (Saputra, 2009).
4. Pengamatan ekspresi protamin dan inhibin testis diamati dengan
menggunakan teknik imunohistokimia (IHK).
1.4 Tujuan
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka tujuan dari penelitian ini
adalah:
1. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera)
terhadap ekspresi protamin spermatozoa pada tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) yang diberi paparan asap rokok.
2. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera)
terhadap ekspresi inhibin testis pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus)
yang diberi paparan asap rokok.
1.5 Manfaat Penelitian
Memberikan informasi kepada masyarakat tentang pemanfaatan biji buah
anggur (Vitis vinifera) sebagai alternatif terapi herbal untuk infertilitas serta
kerusakan jaringan lain yang diakibatkan oleh radikal bebas khususnya dari paparan



















BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Asap Rokok dan Radikal Bebas
Rokok merupakan benda berbentuk silinder yang terbuat dari daun
tembakau yang telah dicacah dan dibungkus dengan kertas berukuran panjang
antara 70 hingga 120 mm ataupun bervariasi ukurannya. Di dalam rokok terdapat
kurang lebih 4000 lebih elemen dan 200 elemen di antaranya berbahaya bagi
kesehatan individu dan masyarakat (Setyowati et al., 2008). Menurut Tandra
(2003), racun utama pada rokok adalah tar, nikotin, amonia, benzapyrene, fenol,
kadmium, dan karbon monoksida. Sumber utama radikal bebas dalam rokok
berasal dari asap rokok. Dalam satu hisapan diperkirakan sebanyak 1014 molekul
radikal bebas yang dapat memicu terbentuknya radikal bebas dalam tubuh.
Radikal bebas adalah senyawa yang terbentuk secara alamiah di dalam
tubuh dan terlibat hampir pada semua proses biologis makhluk hidup. Senyawa
radikal bebas mencakup superoksida (O2*), hidroksil (*OH), peroksil (ROO*),
hidrogen peroksida (H2O2), singlet oksigen (1O2), oksida nitrit (NO*),
peroksinitrit (ONOO*), asam hipoklorit (HOCl), dan senyawa-senyawa hasil
oksidasi lemak (Halliwell dan Whiteman, 2004). Radikal bebas merupakan
molekul yang memiliki elektron yang tidak berpasangan, sehingga menyebabkan
molekul ini tidak stabil. Molekul ini akan bereaksi dengan molekul lain di
sekitarnya untuk memperoleh pasangan elektron sehingga menjadi stabil. Setiap
ROS yang terbentuk dapat memulai suatu reaksi berantai yang terus berlanjut
sampai ROS itu dihilangkan oleh ROS yang lainnya atau sistem oksidannya



















telah menunjukkan adanya keterkaitan ROS (Reactive Oxygen Species) sebagai
salah satu mediator dari infertilitas yang menyebabkan kelainan produksi dan
fungsi sperma serta mengganggu regulasi hormon reproduksi.
2.2 Tikus Putih Jantan (Rattus norvegicus)
Hewan percobaan yang digunakan dalam suatu penelitian ilmiah salah
satunya adalah  tikus putih (Rattus norvegicus). Tikus putih memiliki beberapa
sifat yang menguntungkan seperti cepat dewasa pada usia 40-60 hari (Armitage,
2004), cepat berkembang biak, mudah dipelihara dalam jumlah yang banyak,
lebih tenang dan ukurannya lebih besar dari pada mencit. Tikus putih juga
memiliki ciri-ciri kepala kecil dan ekor yang lebih panjang dibandingkan dengan
tubuhnya serta memiliki pertumbuhan yang cepat (Anggarawati, 2006).
Gambar 2.1 Tikus putih (Rattus norvegicus) strain Wistar (Clause, 2007)
Tikus yang digunakan sebagai hewan coba dalam penelitian ini adalah


























Spesies : Rattus norvegicus (Sirois, 2005).
2.3 Testis
Testis merupakan organ reproduksi primer jantan yang mempunyai dua
fungsi, yaitu menghasilkan spermatozoa atau sel-sel kelamin jantan dan
mensekresikan hormon reproduksi jantan yang disebut testosteron (Hardijanto,
2010). Spermatozoa dihasilkan dalam tubulus seminiferus atas pengaruh FSH
(Follicle Stimulating Hormone), sedangkan biosintesis androgen yaitu testosteron
diproduksi oleh sel-sel interstitial dari sel-sel Leydig di jaringan intertubuler
(Syahrum, 2004).
Testis dibungkus oleh suatu lapisan yang disebut tunica vaginalis testis
lamina visceralis, dimana pembungkus ini banyak mengandung pembuluh saraf
dan darah. Bagian dalam testis meliputi septum testis, tubulus seminiferus, rete-
testis, vas efferent, caput epididimis, corpus epididimis, cauda epididimis dan vas
defferent (Heffner dan Schust, 2006). Tubulus seminiferus, merupakan saluran
kecil panjang yang berkelok-kelok dan merupakan isi dari lobulus. Di dalam
tubulus seminiferus inilah diproduksi spermatozoa melalui sel-sel germinal dan
sel sertoli (Yusuf, 2012). Di antara dan di sekitar tubulus seminiferus terdapat
pula sel leydig yang berfungsi untuk menghasilkan testosteron (Hardijanto, 2010).



















efferent merupakan penghubung antara rete-testis dengan epididimis. Epididimis
terdiri atas tiga bagian yang meliputi caput epididimis, corpus epididimis dan
cauda epididimis. Epididimis berfungsi sebagai tempat pematangan spermatozoa,
dimana spermatozoa akan diberikan kemampuan untuk motil dan menjadi subur
(Heffner dan Schust, 2006). Vas defferent merupakan bagian pada testis yang
berfungsi sebagai tempat untuk menampung spermatozoa sebelum disalurkan ke
penis. Vas defferent terentang dari cauda epididimis sampai urethra (Marawali,
2001).
2.3.1 Sel Sertoli
Sel sertoli merupakan sel yang berfungsi untuk menyediakan sumber
nutrisi bagi pertumbuhan dan perkembangan sel spermatozoa dalam siklus
spermatogenesis (Hardijanto, 2010). Sel terletak pada lapisan basalis tubulus
seminiferus. Sel sertoli dikenal sebagai sel penyokong pada tubulus seminiferus.
Sel ini mensintesis berbagai faktor seperti protein, sitokin, growth factor, steroid
dan prostaglandin. Sel sertoli kemudian memproduksi Androgen Binding Protein
(ABP) yang merupakan sumber nutrisi bagi maturasi sel spermatozoa (Meachem
et al., 2001) sehingga disebut sebagai sel “nurse”.
Sel sertoli memainkan peranan besar dalam regulasi spermatogenesis dan
dapat mengubah laju produksi spermatozoa. Fungsi sel sertoli juga termasuk
memberikan nutrisi untuk perkembangan  sel-sel germinal, memfagositosis sel-sel
germinal yang telah mengalami degeneratif, serta melepaskan spermatid pada saat




















Sel Leydig ditemukan oleh Franz Leydig pada tahun 1850. Sel Leydig
memproduksi hormon testosteron yang merupakan hormon seks jantan yang
paling penting. Letak Sel Leydig berada diantara tubulus seminiferus, sehingga
mempunyai nama lain yaitu sel intersisial Leydig. Sekresi sel Leydig distimulasi
adanya Luteinizing Hormone (LH) yang di sekresi dari hipofisis anterior (Russel
et al., 1990).
Sekresi Luteinizing Hormone (LH) dari kelenjar pituitari anterior akan
berperan dalam menimbulkan birahi pada hewan jantan, kemudian LH akan
berikatan dengan Luteinizing Hormone Receptor (LH-R) menghasilkan hormon
testosteron (Greenspan et al., 1994). Hormon Testosteron bersama Androgen
Binding Protein (ABP) yang diproduksi oleh sel Sertoli digunakan dalam siklus
spermatogenesis yang dipengaruhi oleh Follicle Stimulating Hormone (FSH), sel
sertoli, Luteinizing Hormone (LH) dan sel Leydig (Delman et al., 1992).
2.4 Regulasi Hormon Reproduksi
Pengaturan fungsi seksual jantan maupun betina diawali oleh sekresi
Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) dari hipotalamus. Hipotalamus adalah
tempat diproduksinya GnRH yang nantinya dialirkan ke kelenjar pituitary anterior
melalui sistim vena porta (Aulanni’am, 2011). Sekresi GnRH akan merangsang
sel gonadotrop di hipofisis anterior untuk mensekresi Luteinizing Hormone (LH)
dan Follicle Stimulating Hormone (FSH) (Meachem et al., 2001). Luteinizing
Hormone (LH) dan Follicle Stimulating Hormone (FSH) merupakan suatu



















sekresi gonadotropin sangat rendah karena rangsang dari GnRH yang rendah,
umpan balik negatif untuk sekresi GnRH sangat sensitif terhadap gonadotropin
(Russel et al., 1990).
Hormon LH dan FSH mengikuti aliran darah untuk menuju ke organ target,
yaitu testis. Testis memiliki dua bagian penting, yaitu tubulus seminiferus dan Sel
Leydig yang terletak diantara tubulus seminiferus, pada membran basalis tubulus
seminiferus terdapat Sel Sertoli. Sel Leydig merupakan penghasil hormon
testosteron pada jantan. Pada masa dewasa hormon testosteron penting untuk
proses spermatogenesis (Russel et al., 1990).
Follicle Stimulating Hormone (FSH) yang disekresikan oleh hipofisis
anterior, akan berikatan dengan reseptor spesifik FSH di sel Sertoli. Sel Sertoli
juga mensintesis Androgen Binding Protein (ABP), yang akan berikatan dengan
testosteron. Testosteron perlu berikatan dengan ABP untuk memasuki tubulus
seminiferus untuk memulai proses spermatogenesis (Greenspan et al., 1994).
Hormon testosteron yang di sekresi Sel Leydig memiliki efek timbal balik dalam
menghambat sekresi LH, efek tersebut terutama menghambat sekresi GnRH oleh
hipothalamus. Efek penurunan GnRH adalah terjadi penurunan LH dan FSH.
Apabila jumlah testosteron berkurang maka hipotalamus akan meningkatkan
sekresi GnRH dan menyebabkan sekresi LH dan FSH meningkat, yang akan
diikuti oleh peningkatkan produksi testosteron oleh testis (Russel et al., 1990).
Sekresi FSH oleh pituitari anterior sebagai respon berbagai faktor dari
hipotalamus dan gonad serta inhibin dan aktivin yang mempengaruhi pelepasan
FSH (Aulanni’am, 2011). Hormon inhibin merupakan pengontrol dari proses



















berlangsung terlalu cepat, inhibin akan memberikan efek penghambatan pada
hipofisis sehingga sekresi FSH akan turun (Meachem et al., 2001).
2.5 Inhibin
Inhibin adalah hormon glikoprotein yang diproduksi oleh sel sertoli dalam
tubulus seminiferus dari testis hewan jantan dan oleh sel granulosa dari folikel
pada ovarium hewan betina. Inhibin mempunyai fungsi utama sebagai kontrol
negative feedback sekresi FSH pada hipofisa. Inhibin dapat ditemukan dalam
plasma darah (Marek et al., 2010).
Inhibin merupakan suatu protein dimeric yang sangat komplek. Bentuk
mature inhibin mempunyai berat molekul (BM) 32.000 dalton (32 kDa) dan
terdiri dari satu rantai alpha (α) dan satu rantai beta (β). Satu rantai α mempunyai
berat molekul 18 kDa dan satu rantai β 14 kDa. Kedua rantai α dan β ini
dihubungkan oleh suatu jembatan disulphide (Lincoln et al., 2002). Famili
hormon inhibin selanjutnya berkembang oleh adanya dua gen sub unit beta yang
terpisah sehingga berupa dua protein yang berbeda, ditandai sebagai sub unit beta-
A (β-A) dan subunit beta B (β-B). Maka terdapat dua tipe inhibin-A dan inhibin-
B, dimana masing-masing sub unit berada dalam bentuk 7-9 molekuler yang
berbeda (Meachem et al., 2001).
Ekskresi dan sekresi Inhibin B berkorelasi positif dengan fungsi sel sertoli
dan jumlah sperma dalam spermatogenesis, dan berkorelasi negatif dengan FSH
(Luisi et al., 2005). Inhibin B juga digunakan  sebagai marker fungsi sel sertoli
dan spermatogenesis untuk menilai fertilitas hewan jantan (Liu et al., 2008). Pada



















seminiferus pada testis yang diatur oleh hormon-hormon dari hipotalamus dan
hipofisa anterior. Gonadotrophin Releasing Hormone (GnRH) yang dihasilkan
dari hipotalamus bekerja pada sel basofil dari hipofisa anterior untuk mendorong
sintesa dan sekresi gonadotrophin. GnRH berikatan dengan reseptor yang ada di
permukaan sel membran dari sel basofil hipofisa anterior dan mengaktifkan
serangkaian proses transkripsi dan translansi pembentukan hormon FSH dan LH.
Hormon-hormon tersebut akan dikeluarkan melalui hipofisa anterior menuju ke
organ target yaitu testis, dimana LH memiliki sel target yaitu sel Leydig dan FSH
memiliki sel target yaitu sel Sertoli, dimana FSH berfungsi dalam merangsang
aktivitas sel Sertoli untuk mensintesis inhibin (Childs, 2000).
2.6 Regulasi Hormonal Spermatogenesis



















Spermatogenesis merupakan proses dimana spermatozoa diproduksi dari sel
germinal primordial jantan melalui mitosis dan meiosis. Proses ini terjadi di dalam
tubulus seminiferus pada testis. Sel yang menginisiasi proses ini disebut
spermatogonium, yang merupakan spermatosit primer hasil dari tahapan mitosis.
Spermatosit primer terbagi secara meiosis (Meiosis I) menjadi  dua spermatosit
sekunder; masing-masing spermatosit sekunder terbagi menjadi dua spermatid
pada tahap Meiosis II. Spermatid inilah yang berkembang menjadi spermatozoa
dewasa, yang juga disebut sel sperma. Sehingga, spermatosit primer menghasilkan
dua sel spermatosit sekunder, dan dua spermatosit sekunder menghasilkan empat
spermatozoa (Song et al., 2011).
Kontrol hormonal spermatogenesis bervariasi di antara spesies, namun pada
umumnya sama dimana inisiasi spermatogenesis terjadi pada masa pubertas
karena adanya interaksi dari hipotalamus, kelenjar hipofisis dan sel Leydig.
Hipotalamus akan mensekresikan GnRH yang berupa FSH dan LH. Kedua
hormon ini memainkan peran dalam proses spermatogenesis (Sherwood, 2007).
FSH meningkatkan aktivitas sel Sertoli untuk memproduksi Androgen Binding
Protein (ABP), hormon inhibin B, dan pembentukan Blood-Testis Barrier.
Androgen Binding Protein (ABP) sangat penting untuk mengkonsentrasikan
testosteron pada tingkat yang cukup tinggi untuk menginisiasi dan
mempertahankan laju spermatogenesis (Padubidri et al., 2011). Peningkatan kadar
FSH akan meningkatkan produksi spermatozoa dengan mencegah apoptosis
spermatogonium Tipe-A (Pareek et al., 2007). Hormon inhibin bertindak untuk
mengurangi kadar FSH dengan menerapkan feedback negative dengan



















menunjukkan bahwa hormon gonadotropin (baik LH dan FSH) mendukung proses
spermatogenesis dengan menekan sinyal proapoptotik sehingga membantu
kelangsungan hidup sel spermatogenik (Pareek et al., 2007).
2.7 Protamin
Protamin merupakan suatu protein dengan berat molekul rendah dan hanya
memiliki sekitar 50-110 asam amino yang dapat mengandung hingga lebih dari
70% arginin (Retief et al., 1995). Terdapat dua jenis protamin yang telah
diidentifikasi pada seluruh golongan vertebrata,  yaitu P1 dan P2. P1 mengandung
banyak asam amino arginin atau lisin yang digunakan untuk pengikatan protein
terhadap DNA. Sedangkan P2 di dalam strukturnya banyak mengandung residu
serin dan treonin yang digunakan sebagai situs fosforilasi (Bussche et al., 2002).
Protamin berfungsi menyingkatkan generasi parental genome dengan cara
memadatkan kromatin DNA, dan memproteksi pengiriman pesan genetik oleh
spermatozoa (Aulanni’am, 2011). Ikatan antara protamin dengan DNA
mengakibatkan adanya kondensasi pada molekul-molekul DNA, sehingga dapat
menghasilkan bentuk sperma yang lebih kecil, serta kepala sperma yang lebih
hidrodinamik dan sesuai untuk penetrasi. Hal ini telah diobservasikan bahwa
sperma dengan pemadatan kromatin yang tidak sesuai menyebabkan abnormalitas
pada ukuran kepala sperma (Belokopytova et al., 1993). Defisiensi protamin pada
sperma ternyata dapat meningkatkan kerusakan DNA, kondensasi kromatin yang
belum sempurna dan efek lainnya yang dapat menghalangi perkembangan
embrionik terutama pada tahapan blastosis (Cho et al., 2003). Studi lain



















dapat memiliki dampak pada fungsi sperma dan dapat mempengaruhi infertilitas
jantan (Torregrosa et al., 2006).
2.8 Biji Anggur (Vitis vinifera)
Gambar 2.3 Anggur hijau (Vitis vinifera L.) (Creasy et al., 2009)







Spesies :Vitis vinifera L.(Jancis, 2001)
Antioksidan alami yang dapat menangkal radikal bebas semakin lama
semakin diminati saat ini karena dinilai mempunyai tingkat keamanan yang lebih
baik dibandingkan dengan antioksidan sintetik. Antioksidan alami dapat



















antioksidan tersebar pada berbagai bagian tumbuhan seperti akar, batang, kulit,
ranting, daun, bunga dan biji (Clifford et al., 1997).
Salah satu tanaman yang dapat dijadikan sebagai sumber antioksidan alami
adalah anggur merah dan anggur hijau. Anggur mengandung banyak sekali jenis
antioksidan seperti polifenol , flavonoid, antosianin, dan proantosianidin (Souquet
et al., 1996). Akhir-akhir ini banyak sekali yang menaruh minat pada kandungan
kelompok fenolik ini dikarenakan manfaatnya sebagai antioksidan, berperan
sebagai “scavenger” radikal bebas (Kanner et al., 1994).
Anggur lebih sering digunakan dengan cara diolah menjadi minuman wine,
kismis, sari buah (juice), dan buah dalam kaleng (canning) (Puji, 2007). Anggur
mulai dibudidayakan secara besar-besaran sebagai wine atau sebagai   minuman
sari anggur, sehingga menyebabkan  munculnya biji anggur dalam jumlah yang
sangat banyak sebagai  limbah industri. Penelitian terhadap biji anggur mulai
diminati karena telah terdapat penemuan bahwa biji anggur kaya akan  kandungan
antioksidan yang sangat bermanfaat bagi kesehatan (Passos et al., 2009), sehingga
dalam beberapa tahun ini telah banyak bermunculan ketertarikan pada
penggunaan ekstrak biji anggur sebagai suplemen antioksidan (Scalbert dan
Williamson, 2000), utamanya dikarenakan adanya kandungan flavanol dan
proantosianidin.
Proantosianidin memiliki banyak grup hidroksil fenolik di dalam molekul-
molekulnya dan dipercaya sebagai antioksidan. Telah banyak dilaporkan melalui
penelitian-penelitian yang telah dilakukan bahwa proantosianidin berperan banyak
dalam aktivitas “scavenging” radikal bebas, aktivitas anti-mutagenik, anti tumor,



















terhadap reduksi dari efek toksisitas etanol pada fertilitas pria, fungsi hati dan
jaringan otak (El-Ashmawy et al., 2007), dan masih banyak lagi penelitian lainnya
yang sedang dikembangkan terkait peran antioksidan oleh proantosianidin.



















Berdasarkan kerangka konsep di atas bahwa paparan asap rokok pada tikus
(Rattus norvegicus) jantan dapat meningkatan kadar radikal bebas dalam tubuh.
Radikal bebas diedarkan ke seluruh tubuh termasuk organ otak melalui sirkulasi
darah. Radikal bebas yang mengikuti aliran darah hingga ke otak akan mengganggu
kerja dari hipotalamus yang menyebabkan penurunan sekresi Gonadotrophin
Releasing Hormone (GnRH). Penurunan pada sekresi GnRH akan menurunkan  kerja
dari pituitary anterior sehingga sekresi hormon Follicle Stimulating Hormone (FSH)
dan Luteinizing Hormone (LH) akan terhambat yang menyebabkan penurunan pada
sekresinya. FSH kemudian merangsang sel sertoli untuk mengeluarkan  inhibin yang
berperan dalam  menghambat sekresi FSH melalui mekanisme negative feed back
kepada pituitary anterior dan mengeluarkan ABP (Androgen Binding Protein) untuk
berikatan dengan testosteron yang berperan penting dalam spermatogenesis.
Inhibin bekerja dengan menghambat ikatan antara FSH dan reseptornya
(FSH-R), sehingga sekresi FSH semakin menurun. Dengan terhalangnya proses
binding antara FSH dan reseptormya menyebabkan tidak teraktivasinya cAMP-PKA
sehingga mengganggu fosforilasi faktor transkripsi CREM (cAMP  Responsive
Elementary Modulator). CREM berperan penting dalam regulasi ekspresi sejumlah
gen, salah satunya adalah protein protamin. Dengan terganggunya fosforilasi CREM,
ekspresi protamine menurun. Defisiensi protamin berdampak pada abnormalitas
struktur sperma yang akhirnya dapat menyebabkan peningkatan infertilitas.
Pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dapat menurunkan radikal bebas
yang berlebih di dalam tubuh sehingga dapat memperbaiki kerja dari hipotalamus,
sehingga hipotalamus akan memproduksi GnRH dengan baik dan merangsang
pituitary anterior untuk meningkatkan sekresi hormon FSH. Kemudian terjadi
peningkatan ikatan antara FSH dengan reseptornya. Peningkatan binding tersebut
diikuti dengan peningkatan cAMP-PKA serta regulasi ekspresi CREM yang akan
menginduksi peningkatan ekspresi protamin sehingga tidak terjadi kerusakan DNA,




















Berdasarkan rumusan masalah yang telah ada, hipotesis yang dapat diajukan
sebagai berikut :
1. Pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) mampu meningkatkan ekspresi
protamin spermatozoa tikus (Rattus norvegicus) yang terpapar asap rokok.
2. Pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) mampu menurunkan ekspresi



















BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN
3.1 Kerangka Konsep
: Variabel bebas : Menghambat
: Variabel tergantung : Efek terapi
: Menstimulasi : Efek asap rokok
Gambar 3.1.Kerangka konsep penelitian
Keterangan :









Sel Leydig Sel Sertoli
Inhibin



















BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN
4.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Biokimia dan Laboratorium Fisiologi
Hewan Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya,
Malang. Penelitian ini dilakukan dari bulan September 2013 sampai dengan Mei
2014.
4.2 Sampel Penelitian
Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) strain wistar berumur 12 minggu dengan berat badan 175 - 200 gram
yang diperoleh dari UPHP Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta. Tikus yang
digunakan dalam keadaan normal, tidak terdapat abnormalitas, dan tikus dalam
keadaan sehat dan aktif serta sudah mendapatkan sertifikat laik etik dari Komisi
Etik penelitian Universitas Brawijaya No. 201-KEP-UB. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Besar sampel dihitung dengan
rumus sebagai berikut (Kusriningrum, 2008):
p (n – 1) ≥ 15
5(n – 1) ≥ 15
5n – 5 ≥ 15
5n ≥ 20
n ≥ 4
Dalam penelitian ini digunakan sebanyak lima perlakuan, maka  dengan
menggunakan rumus di atas akhirnya diperoleh jumlah pengulangan sebanyak
Keterangan :
p  =  jumlah perlakuan



















paling sedikit 4 kali dalam setiap kelompok, sehingga sampel yang diperoleh
pada  penelitian  ini sejumlah 20 ekor tikus putih jantan (Rattus norvegicus).
4.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini bersifat eksperimental dengan menggunakan rancangan
acak lengkap (RAL). Rancangan penelitian ditunjukkan sebagai berikut:











Tikus tidak diberikan paparan asap




Tikus dipapar asap rokok 2 batang
selama 15 menit/hari selama 14 hari
P1 Tikus dipapar asap rokok 2 batang
selama 15 menit/hari selama 14 hari
pertama dan pemberian ekstrak biji
anggur dengan dosis 0,9 mg/200 gram
berat badan tikus selama 14 hari kedua
P2 Tikus dipapar asap rokok 2 batang
selama 15 menit/hari selama 14 hari
pertama dan pemberian ekstrak biji
anggur dengan dosis 2,7 mg/200 gram
berat badan tikus selama 14 hari kedua
P3 Tikus dipapar asap rokok 2 batang
selama 15 menit/hari selama 14 hari
pertama dan pemberian ekstrak biji
anggur dengan dosis 5,4 mg/200 gram




















Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah :
Variabel bebas : pemberian asap rokok dan pemberian terapi ekstrak biji
anggur (Vitis vinifera).
Variabel tergantung : ekspresi protamin dan inhibin testis.
Variabel kendali : hewan coba tikus putih jantan (Rattus norvegicus) strain
Wistar, berat badan, umur, pakan, minum, suhu kandang.
4.5 Materi Penelitian
4.5.1 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi tikus putih jantan
(Rattus norvegicus) 12 minggu dengan berat badan 175-200 gram sebanyak 20
ekor, pakan tikus, rokok non filter 112 batang dengan kadar TAR 39 mg dan
NIKOTIN  2,3 mg, akuades, eosin, negrosin, etanol, larutan PBS (Phospat Buffer
Saline), PFA, NaCl fisiologis 0,9%, alkohol 100%, 90%, 80%, 70%, larutan xylol,
hidrogen peroksida, FBS (Fetal bovine serum), antibodi primer (antibodi anti-rat
protamine P2 dan antibodi anti-rat inhibin B), antibodi berlabel biotin (antibodi
sekunder Anti-Goat IgG Biotin Labelled), SA-HRP (Strept Avidin-Horse radist
peroxidase), cromogen DAB (Diaminobenzidine tetrahydrochloride),
Haematoxilyn-eosin, entellan, parafin, xylol, larutan PBS-Tween, PMSF, dan
larutan tris HCl.
4.5.2 Alat Penelitian
Dalam penelitian efek pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera)



















menggunakan alat – alat untuk menunjang penelitian diantaranya adalah;
timbangan, kandang tikus, smoking pump, alat bedah dan papan bedah, object
glass, sonde dan mikroskop, spuit berbagai ukuran, tabung reaksi, mikropipet,
aluminium foil, tabung erlemeyer, beker glass, gelas ukur, pipet tetes, pengaduk,
dan tabung eppendorf, dispossable syiringe, mikroskop cahaya, tabung reaksi, dan
lemari pendingin.
4.6 Prosedur Penelitian
4.6.1 Persiapan Hewan Coba
Tikus diaklimatisasi selama tujuh hari agar dapat beradaptasi dengan
kondisi di laboratorium. Pakan yang diberikan berupa ransum yang disusun
berdasarkan standar Association of Analytical Communities (AOAC) (2005)
dengan komposisi karbohidrat, protein 10%, lemak 3%, vitamin dan air 12%.
Pakan tersebut diberikan satu kali setiap hari dan air minum diberikan secara ad
libitum. Hewan coba dibagi menjadi lima kelompok perlakuan terdiri dari 4 ekor
hewan coba untuk setiap kelompok. Hewan coba dipelihara pada kandang
berukuran 17,5 x 23,75 x 17,5 cm dengan suhu optimum ruangan untuk tikus 22-
24°C dan kelembapan 50-60% dengan ventilasi yang cukup.
4.6.2 Pemaparan Asap Rokok
Pemaparan asap rokok menggunakan alat smoking pump. Kelompok 3
sampai dengan kelompok 5 akan dipapar dengan asap rokok non filter. Pemaparan
asap rokok sejumlah 2 batang selama 15 menit per hari  untuk setiap kelompok
dalam jangka waktu 14 hari. Tahapan pemaparan tikus dengan asap rokok yaitu :



















2. Satu kelompok tikus dimasukkan ke dalam 1 kotak kaca dan kotak
segera di tutup.
3. Rokok non filter dipasang pada ujung pipa atau smoking pump.
4. Rokok dinyalakan dengan menggunakan korek api kemudian asap
dimasukkan dalam kotak kaca sampai memenuhi kotak.
5. Pemaparan dilakukan selama 15 menit setiap pagi selama 14 hari.
6. Setiap pemaparan asap, kotak kaca dan smoking pump selalu
dibersihkan terlebih dahulu dari sisa asap rokok sebelumnya.
4.6.3 Ekstraksi Biji Anggur
Buah anggur yang digunakan dalam penelitian ini adalah jenis anggur hijau
yang diambil dari kota Malang. Tahap pertama yang dilakukan dalam pembuatan
ekstrak biji anggur adalah dengan memisahkan biji anggur dari daging buah. Biji
anggur kemudian dikeringkan di tempat teduh dengan suhu udara 25 ℃ selama
tujuh hari dan digiling menjadi bubuk halus. Bubuk halus biji anggur kemudian
diekstraksi dengan 100 mL air pada suhu 80℃, lalu disaring dengan kertas saring
hingga diperoleh 12 mL ekstrak biji anggur.
Ekstrak biji anggur diberikan untuk kelompok P1, P2, dan P3. Ekstrak biji
anggur untuk P1 dihasilkan dengan cara mencampurkan 0,9 mg ekstrak biji
anggur dikali dengan empat (sampel tikus) dan ditambah air 100 mL air.
Campuran tersebut ditangas menggunakan penangas dengan suhu 80°C hingga
dihasilkan ekstrak sebanyak 12 mL, dan diambil sebanyak 8 mL untuk 4 ekor
tikus.
Ekstrak biji anggur untuk P2 dihasilkan dengan cara mencampurkan 2,7 mg



















air. Campuran tersebut ditangas menggunakan penangas dengan suhu 80°C
hingga dihasilkan ekstrak sebanyak 12 mL, dan diambil sebanyak 8 mL untuk 4
ekor tikus.
Ekstrak biji anggur untuk P3 dihasilkan dengan cara mencampurkan 5,4 mg
ekstrak biji anggur dikali dengan empat (sampel tikus) dan ditambah air 100 mL
air. Campuran tersebut ditangas menggunakan penangas dengan suhu 80°C
hingga dihasilkan ekstrak sebanyak 12 mL, dan diambil sebanyak 8 mL untuk 4
ekor tikus.
4.6.4 Perhitungan Dosis
Perhitungan dosis menggunakan dosis bertingkat yaitu 50, 150, 300 mg/kg
berat badan manusia. Dosis tersebut kemudian dikonversikan ke hewan coba tikus
(Lampiran 4). Perhitungan dosis untuk masing-masing kelompok adalah sebagai
berikut :
Dosis I (kelompok tikus P1)
= 0,05 gram x 0,018
= 0,0009 gram
= 0,9 mg/ekor/hari x 4 ekor
= 3,6 mg untuk empat ekor tikus dan dilarutkan dengan air sebanyak 100
mL dan dipanaskan menggunakan penangas pada suhu 80℃ dan ditunggu hingga
tersisa 12 mL ekstrak biji anggur. Kemudian ekstrak tersebut diambil sebanyak 8
mL untuk empat ekor tikus, sehingga untuk tiap ekor tikus mendapat 2 mL
ekstrak.



















= 0,15 gram x 0,018
= 0,0027 gram
= 2,7 mg/ekor /hari x 4
= 10,8 mg untuk empat ekor tikus dan dilarutkan dengan air sebanyak 100
mL dan dipanaskan menggunakan penangas pada suhu 80℃ dan ditunggu hingga
tersisa 8 mL ekstrak biji anggur. Kemudian ekstrak tersebut diambil sebanyak 8
mL untuk empat ekor tikus, sehingga untuk tiap ekor tikus mendapat 2 mL
ekstrak.
Dosis III (kelompok tikus P3)
= 0,3 gram x 0,018
= 0,0054 gram
= 5,4 mg/ekor/hari x 4
= 21,6 mg untuk empat ekor tikus dan dilarutkan dengan air sebanyak 100
mL dan dipanaskan menggunakan penangas pada suhu 80℃ dan ditunggu hingga
tersisa 8 mL ekstrak biji anggur. Kemudian ekstrak tersebut diambil sebanyak 8
mL untuk empat ekor tikus, sehingga untuk tiap ekor tikus mendapat 2 mL
ekstrak.
Pemberian terapi ekstrak biji anggur hijau dilakukan secara oral (sonde).
Perlakuan terapi ini dilakukan selama 14 hari. Sonde dilakukan pada pagi hari
dengan menggunakan spuit.
4.6.5 Pengambilan Organ Testis
Pengambilan organ testis pada hewan coba tikus putih (Rattus norvegicus)
dilakukan pada hari ke-15 untuk hewan coba kontrol positif. Pada hari ke-29



















dilakukan adalah euthanasia hewan coba tikus melalui dislokasi leher. Tikus
diletakkan dengan posisi rebah dorsal kemudian dilakukan pembedahan pada
bagian abdomen. Testis tikus diambil dan dicuci dengan NaCl fisiologis 0,9% dan
dimasukkan dalam larutan paraformaldehid (PFA) 10% untuk preparat
histopatologi.
4.6.6 Pembuatan Preparat Histopatologi Testis
Organ testis yang telah direndam dalam PFA 10% dipotong – potong
secara vertikal dengan ketebalan 0,3 – 0,5 mm dan disusun ke dalam tissue
cassete kemudian dimasukkan ke dalam keranjang khusus. Setelah itu dilakukan
proses dehidrasi dengan cara keranjang khusus yang berisi organ dimasukkan ke
dalam mesin processor otomatis. Proses yang terjadi adalah proses dehidrasi
bertahap, antara lain etanol 70% (2 jam), etanol 80%, etanol 90% (2 jam), dan
etanol absolut (2 jam), (2 jam), xylol (2 jam), parafin cair (2 jam). Setelah
proses dehidrasi dilakukan, kemudian dilanjutkan dengan penghilangan udara
dari jaringan dengan menggunakan mesim vakum yang di dalam tabung untuk
menyimpan keranjang yang diisi parafin cair dengan temperatur 59 – 60 °C dan
divakum selama 30 menit. Kemudian keranjang diangkat, tissue cassete
dikeluarkan dan disimpan pada temperatur 60°C. Langkah selanjutnya adalah
mencetak blok parafin. Cetakan dari bahan stainless steel dihangatkan di atas
api bunsen, lalu ke dalam setiap cetakan dimasukkan jaringan. Parafin cair 60°C
dituangkan ke dalam jaringan sampai seluruh jaringan terendam. Parafin
dibiarkan membeku di dalam mesin pendingin. Selanjutnya blok parafin dilepas
dari cetakan dan disimpan didalam freezer (-20°C) sebelum dilakukan



















dikeluarkan dari freezer untuk dilakukan pemotongan menggunakan mesin
mikrotom dengan ketebalan berkisar 3 – 4 µm. Potongan diletakkan secara hati
– hati di atas permukaan air dalam waterbath bersuhu 46°C. Kemudian irisan
diletakkan di atas kaca obyek yang telah diolesi ewith yang berfungsi sebagai
bahan perekat. Kaca obyek dengan jaringan di atasnya disusun di dalam rak
khusus dan dimasukkan ke dalam inkubator bersuhu 60°C sampai preparat siap
diwarnai.
4.6.7 Ekspresi Protamin dengan pewarnaan Imunohistokimia (IHK)
Preparat testis direndam ke dalam xylol I, xylol II, etanol bertingkat
(100%, 90%, 80%, dan 70%), dan aquades secara berurutan (masing – masing 5
menit). Kemudian dicuci dengan PBS selama 3 x 5 menit. Direndam dalam 5%
BSA dalam PBS selama 30 menit dan dicuci dalam PBS selama 3 x 5 menit.
Preparat selanjutnya direaksikan dengan antibodi primer (anti-rat protamine P2)
selama 24 jam dengan suhu 4 °C. Lakukan pencucian kembali dengan PBS pH 7,4
selama 3 x 5 menit. Kemudian diinkubasi dengan antibodi sekunder berlabel
biotin (Goat anti-rat IgG biotin labeled) selama satu jam dengan suhu ruang.
Dicuci kembali dengan PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit.
Preparat ditetesi dengan SA-HRP (Strep avidin horse radish peroxidase)
selama 40 menit dengan suhu ruang. Dicuci kembali dengan PBS pH 7,4 selama 3
x 5 menit. Ditetesi dengan DAB (Diamano bezidine) selama 10 menit dengan
suhu ruang. Dicuci kembali dengan PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit. Selanjutnya
counterstaning menggunakan hematoxylen selama 5 menit. Dicuci dengan air







































4.6.8 Ekspresi Inhibin dengan pewarnaan Imunohistokimia (IHK)
Preparat testis direndam ke dalam xylol I, xylol II, etanol bertingkat (100%,
90%, 80%, dan 70%), dan aquades secara berurutan (masing – masing 5 menit).
Kemudian dicuci dengan PBS selama 3 x 5 menit. Direndam dalam 5% BSA
dalam PBS selama 30 menit dan dicuci dalam PBS selama 3 x 5 menit. Preparat
selanjutnya direaksikan dengan antibodi primer (anti-rat inhibin B) selama 24 jam
dengan suhu 4 °C. Lakukan pencucian kembali dengan PBS pH 7,4 selama 3 x 5
menit. Kemudian diinkubasi dengan antibodi sekunder berlabel biotin (Goat anti-
rat IgG biotin labeled) selama satu jam dengan suhu ruang. Dicuci kembali
dengan PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit.
Preparat ditetesi dengan SA-HRP (Strep avidin horse radish peroxidase)
selama 40 menit dengan suhu ruang. Dicuci kembali dengan PBS pH 7,4 selama 3
x 5 menit. Ditetesi dengan DAB (Diamano bezidine) selama 10 menit dengan
suhu ruang. Dicuci kembali dengan PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit. Selanjutnya
counterstaning menggunakan hematoxylen selama 5 menit. Dicuci dengan air
mengalir. Dibilas dengan aquades dan dikeringkan. Tahapan terakhir di mounting
dengan etellan dan ditutup dengan cover glass. Pengamatan ekspresi inhibin
menggunakan mikroskop.
4.7 Analisa Data
Analisa data yang digunakan dalam penelitian ekspresi protamin dan
ekspresi inhibin testis menggunakan analisa kuantitatif dengan uji Analysis Of
Variance (ANOVA) untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan yang
dilanjutkan dengan uji BNJ 5% untuk mengetahui perlakuan yang memberikan



















BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1 Pengaruh Pemberian Ekstrak Biji Anggur (Vitis vinifera) terhadap
Ekspresi Hormon Inhibin Tikus Putih (Rattus norvegicus) yang Diberi
Paparan Asap Rokok
Pengamatan ekspresi hormon inhibin testis tikus setelah pemberian ekstrak biji
anggur (Vitis vinifera) dilakukan dengan menggunakan metode pewarnaan
imunohistokimia. Pada penelitian ini didapatkan hasil berupa nilai statistik ekspresi
hormon inhibin dan gambaran ekspresi inhibin di testis. Hasil nilai statistik
menunjukkan bahwa ekspresi inhibin yang diamati pada tikus yang diberi paparan
asap rokok (K+) menunjukkan hasil yang berbeda nyata (p<0,05) terhadap kelompok
tikus sehat (K-) yaitu terjadi peningkatan ekspresi sebesar 90,43%. Pada kelompok
tikus yang diberikan ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dengan dosis yang semakin
tinggi menunjukkan adanya penurunan ekspresi inhibin, yaitu pada kelompok tikus
dengan dosis 0,9 mg/200g BB (P1) sebesar 9,85% dan kelompok tikus dengan dosis
2,7 mg/200g BB (P2) sebesar  23,84%. Hal ini menunjukkan hasil yang berbeda
nyata (p<0,05) antara kelompok P1 dan P2 dengan kelompok tikus sehat (K-).
Pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) pada dosis 5,4 mg/200g BB
menunjukkan hasil terbaik diantara ketiga perlakuan. Kelompok P3 dengan
penurunan ekspresi sebesar 50,61% menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata
dengan kelompok tikus sehat (K-) (p<0,05) (Tabel 5.1).
Kelompok tikus kontrol negatif (K-) memiliki rata-rata ekspresi inhibin normal
sebesar 37,30. Hal ini dikarenakan kelompok tikus tidak diberi perlakuan dan hanya



















secara fisiologis menghasilkan jumlah radikal bebas yang tidak melebihi jumlah
antioksidan di dalam tubuh. Jumlah antioksidan yang terdapat dalam tubuh mampu
menetralisir radikal bebas. Dalam keadaan normal, kadar inhibin dalam tubuh
tidaklah banyak, sehingga tidak adanya hambatan sekresi terhadap FSH, karena telah
diketahui bahwa kadar inhibin dalam tubuh berbanding terbalik dengan FSH. Apabila
kadar FSH terlalu banyak, maka sel Sertoli akan mensekresikan inhibin lebih banyak
dan akan melakukan blocking pada pituitary anterior untuk mengurangi sekresi FSH.
Namun bila kadar inhibin terlalu banyak, maka sel Sertoli akan mensekresikan activin
lebih banyak untuk merangsang pituitary anterior agar mensekresikan FSH lebih
banyak. Keadaan homeostasis ini mengakibatkan aktivitas reproduksi dapat berjalan
secara normal utamanya proses spermatogenesis. Bila tidak adanya regulasi FSH oleh
inhibin, maka kadar FSH akan berlebihan dan dapat mengakibatkan laju
spermatogenesis menjadi terlalu cepat. Laju spermatogenesis yang terlalu cepat dapat
mengakibatkan terbentuknya spermatozoa yang memiliki kualitas tidak cukup baik
untuk berperan dalam proses fertilisasi.








1 K- 37,30 ± 1,16 a - -
2 K+ 71,03 ± 6,49d 90,43 -
3 P1 64,03 ± 0,57c - 9,85
4 P2 54,10 ± 1,92b - 23,84
5 P3 35,08 ± 0,71a - 50,61
Keterangan: Notasi yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05).
Peningkatan ekspresi inhibin pada kelompok tikus kontrol positif (K+) dapat



















bebas. Radikal bebas adalah senyawa oksigen reaktif karena kecenderungan menarik
elektron dan dapat mengubah suatu molekul menjadi suatu radikal baru oleh karena
hilangnya atau bertambahnya satu elektron pada molekul lain (Fitria et al., 2013).
Terjadinya penarikan elektron-elektron dari penyusun membran sel dapat
menyebabkan kerusakan sel, jaringan dan disfungsi organ tertentu (Sikka, 2004),
termasuk sel-sel jaringan testis yaitu sel Leydig dan sel Sertoli yang akan mengalami
kerusakan sehingga menghambat proses spermatogenesis. Hal ini didukung oleh
pendapat Fitriani (2010), bahwa radikal bebas yang terdapat dalam asap rokok dapat
masuk ke paru kemudian beredar dalam tubuh melalui aliran darah dan akan
mengambil elektron yang ada pada molekul lain seperti DNA dan sel.
Pengaturan fungsi seksual jantan maupun betina diawali oleh sekresi
Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) dari hipotalamus. Hipotalamus adalah
tempat diproduksinya GnRH yang nantinya dialirkan ke kelenjar pituitary anterior
melalui sistim vena porta (Aulanni’am, 2011). Menurut Dondo et al.(2013), senyawa
kimia asap rokok mampu menurunkan mekanisme kerja hormonal dalam tubuh yang
menyebabkan peurunan sekresi Gonadotropin Releasing Hormon (GnRh) oleh
hipotalamus. Adanya penurunan sekresi GnRh akan mengakibatkan hambatan
pituitari mensekresikan serta melepaskan sejumlah hormon gonadotropik. Hormon
gonadotropik tersebut adalah Follicle Stimulating Hormone (FSH) dan Luteneizing
Hormone (LH) (Aulanni’am, 2011).
Pada level molekuler diketahui bahwa terhambatnya sekresi FSH akan
meningkatkan jumlah inhibin yang memberikan efek negative feedback yang dapat



















FSH semakin menurun. Inhibin adalah hormon glikoprotein yang diproduksi oleh sel
sertoli dalam tubulus seminiferus dari testis hewan jantan dan oleh sel granulosa dari
folikel pada ovarium hewan betina. Inhibin mempunyai fungsi utama sebagai kontrol
negative feedback sekresi FSH pada hipofisa (Marek et al., 2010). Dengan
terganggunya kerja FSH oleh inhibin maka dapat terjadi gangguan aktivasi cAMP-
PKA sehingga mengganggu inisiasi proses spermatogenesis, yang dapat berdampak
pada peningkatan infertilitas.
Ekspresi inhibin pada kelompok dengan pemberian ekstrak biji anggur (Vitis
vinifera)  yaitu P1, P2, dan P3 menunjukkan adanya penurunan. Hasil terbaik
ditunjukkan oleh kelompok P3. Keadaan ini diduga akibat pengaruh dari antioksidan
yang terdapat dalam ekstrak biji anggur (Vitis vinifera). Antioksidan adalah zat yang
dapat menurunkan atau menekan stres oksidatif akibat paparan radikal bebas yang
berasal dari asap rokok. Kandungan polifenol pada biji anggur adalah OPC
(Oligomeric Proanthocyanidin Complex). Penelitian oleh Shi et al. (2003)
menunjukkan potensi proanthocyanidin sebagai free radical scavenging adalah 20
kali lipat lebih baik dibandingkan vitamin E dan 50 kali lipat dari vitamin C.
Pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) diyakini mampu menurunkan radikal
bebas dalam tubuh. Penurunan radikal bebas dalam tubuh akan memperbaiki kerja
dari hipotalamus untuk mensekresikan hormon GnRh yang akan merangsang pituitari
anterior guna meningkatkan sekresi hormon FSH dan LH yang diikuti dengan



















Hasil ekspresi inhibin testis ditunjukkan dengan adanya warna coklat pada
tubulus seminiferus. Pada kontrol negatif menunjukkan ekspresi inhibin yang tinggi
A
C D
Gambar 5.1 Ekspresi inhibin pada testis tikus (Rattus norvegicus)
dengan pembesaran 400x
Keterangan : (A) kelompok kontrol negatif; (B) kelompok kontrol positif; (C)
kelompok P1 dosis 0,9 mg/200g BB; (D) kelompok P2 dosis 2,7
mg/200g BB; (E) kelompok P3 dosis 5,4 mg/200g BB. Tanda





















ditandai dengan warna coklat yang tersebar pada tubulus seminiferus. Pada kontrol
positif menunjukkan ekspresi inhibin yang tinggi dibandingkan dengan kontrol
negatif, sedangkan pada kelompok perlakuan yang diberikan ekstrak biji anggur
dengan dosis berbeda menunjukkan adanya penurunan ekspresi inhibin dibandingkan
dengan kontrol positif (Gambar 5.1).
Pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dengan dosis 5,4mg/200g BB
mampu menurunkan ekspresi inhibin. Penurunan ekspresi inhibin ini disebabkan
karena pengaruh pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) pada tikus yang
dipapar asap rokok. Kandungan antioksidan dalam ekstrak biji anggur (Vitis vinifera)
yaitu proanthocyanidins mendonorkan atom H pada radikal bebas sehingga radikal
bebas menjadi stabil dan memasuki sirkulasi darah dalam tubuh yang diikuti dengan
peningkatan regulasi hormonal oleh hipotalamus. Peningkatan sekresi GnRh oleh
hipotalamus selanjutnya akan menginduksi pituitari anterior untuk meningkatkan
sekresi hormon FSH yang akan merangsang penurunan inhibin.
5.2 Pengaruh Pemberian Ekstrak Biji Anggur (Vitis vinifera) terhadap
Ekspresi Protamin Tikus Putih (Rattus norvegicus) yang Diberi Paparan
Asap Rokok
Pengamatan ekspresi protamin testis tikus setelah pemberian ekstrak biji anggur
(Vitis vinifera) dilakukan dengan menggunakan metode pewarnaan imunohistokimia.
Pada penelitian ini didapatkan hasil berupa nilai statistik ekspresi protamin dan
gambaran ekspresi protamin di testis. Hasil nilai statistik menunjukkan bahwa



















menunjukkan hasil yang berbeda nyata (p<0,05) terhadap kelompok tikus sehat (K-)
yaitu terjadi penurunan ekspresi sebesar 85,70%. Pada kelompok tikus yang diberikan
ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dengan dosis yang semakin tinggi menunjukkan
adanya peningkatan ekspresi protamin, yaitu pada kelompok tikus dengan dosis 0,9
mg/200g BB (P1) sebesar 83,47% dan kelompok tikus dengan dosis 2,7 mg/200g BB
(P2) sebesar  328,01%. Hal ini menunjukkan hasil yang berbeda nyata (p<0,05)
antara kelompok P1 dan P2 dengan kelompok tikus sehat (K-). Pemberian ekstrak biji
anggur(Vitis vinifera) pada dosis 5,4 mg/200g BB menunjukkan hasil terbaik diantara
ketiga perlakuan. Kelompok P3 dengan peningkatan ekspresi sebesar 476,47%
menunjukkan hasil yang paling bagus walaupun berbeda nyata dengan kelompok
tikus sehat (K-) (p<0,05) (Tabel 5.2).
Kelompok tikus kontrol negatif (K-) memiliki rata-rata ekspresi protamin
normal sebesar 25,05. Hal ini dikarenakan kelompok tikus tidak diberi perlakuan dan
hanya diberi pakan normal tanpa diberikan ekstrak biji anggur (Vitis vinifera).
Perlakuan ini secara fisiologis menghasilkan jumlah radikal bebas yang tidak
melebihi jumlah antioksidan didalam tubuh. Jumlah antioksidan yang terdapat dalam
tubuh mampu menetralisir radikal bebas. Dengan adanya netralisir radikal bebas oleh
antioksidan, maka fungsi dari protein dan hormonal yang berperan dalam proses
spermatogenesis juga dalam kondisi yang optimal, seperti kadar FSH dan LH yang
normal, kadar testosteron yang tinggi, sehingga inisiasi spermatogenesis berjalan
dengan baik. Kondisi ini memungkinkan terjadinya suatu signaling untuk memulai
adanya aktivasi terhadap cAMP dan PKA, dimana nantinya aktivasi tersebut dapat



















dari protamin. Meningkatnya kadar protamin dalam tubuh dapat meningkatkan
terbentuknya sperma yang berkualitas dimana dapat berperan optimal dalam
fertilisasi.








1 K- 25,05 ± 2,81 d - -
2 K+ 3,58 ± 1,60 a 85,70 -
3 P1 6,55 ± 0,83 a - 83,47
4 P2 15,28 ± 1,34 b - 328,01
5 P3 20,58 ± 2,17 c - 476,47
Keterangan: Notasi yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05).
Penurunan ekspresi protamin pada kelompok tikus kontrol positif (K+) dapat
terjadi sebagai akibat dari paparan asap rokok yang diketahui mengandung radikal
bebas. Radikal bebas merupakan molekul yang memiliki elektron yang tidak
berpasangan, sehingga menyebabkan molekul ini tidak stabil. Molekul ini akan
bereaksi dengan molekul lain di sekitarnya untuk memperoleh pasangan elektron
sehingga menjadi stabil. Setiap ROS yang terbentuk dapat memulai suatu reaksi
berantai yang terus berlanjut sampai ROS itu dihilangkan oleh ROS yang lainnya atau
sistem oksidannya (Clarkson dan Thompson, 2000). Terjadinya penarikan elektron-
elektron dari penyusun membran sel dapat menyebabkan kerusakan sel, jaringan dan
disfungsi organ tertentu (Sikka, 2004), termasuk sel-sel jaringan testis yaitu sel
Leydig dan sel Sertoli yang akan mengalami kerusakan sehingga menghambat proses
spermatogenesis. Hal ini didukung oleh pendapat Palkhivala (2005), berbagai



















sebagai salah satu mediator dari infertilitas yang menyebabkan kelainan produksi dan
fungsi sperma serta mengganggu regulasi hormon reproduksi.
Kandungan radikal bebas yang masuk ke dalam aliran darah selanjutnya akan
dibawa ke otak tempat hipotalamus berada. Menurut Dondo et al. (2013), senyawa
kimia asap rokok mampu menurunkan mekanisme kerja hormonal dalam tubuh yang
menyebabkan penurunan sekresi Gonadotropin Releasing Hormon (GnRh) oleh
hipotalamus. Adanya penurunan sekresi GnRh akan mengakibatkan hambatan
pituitari mensekresikan serta melepaskan sejumlah hormon gonadotropik. Hormon
gonadotropik tersebut adalah Follicle Stimulating Hormone (FSH) dan Luteneizing
Hormone (LH) (Aulanni’am, 2011).
Pada level molekuler diketahui bahwa terhambatnya sekresi FSH akan
mengganggu ikatan FSH dengan reseptornya (FSH-R) di dalam sel Sertoli. Dengan
terhalangnya proses binding antara FSH dan reseptormya menyebabkan tidak
teraktivasinya cAMP-PKA sehingga mengganggu fosforilasi faktor transkripsi
CREM (cAMP  Responsive Elementary Modulator). CREM berperan penting dalam
regulasi ekspresi sejumlah gen, salah satunya adalah protein protamin. Dengan
terganggunya fosforilasi CREM, ekspresi protamin menurun. Defisiensi protamin
berdampak pada abnormalitas struktur sperma yang akhirnya dapat menyebabkan
peningkatan infertilitas.
Protamin berfungsi menyingkatkan generasi parental genome dengan cara
memadatkan kromatin DNA, dan memproteksi pengiriman pesan genetik oleh



















mengakibatkan adanya kondensasi pada molekul-molekul DNA, sehingga dapat
menghasilkan bentuk sperma yang lebih kecil, serta kepala sperma yang lebih
hidrodinamik dan sesuai untuk penetrasi. Hal ini telah diobservasikan bahwa sperma
dengan pemadatan kromatin yang tidak sesuai menyebabkan abnormalitas pada
ukuran kepala sperma (Belokopytova et al., 1993). Defisiensi protamin pada sperma
ternyata dapat meningkatkan kerusakan DNA, kondensasi kromatin yang belum
sempurna dan efek lainnya yang dapat menghalangi perkembangan embrionik
terutama pada tahapan blastosis (Cho et al., 2003). Studi lain menyatakan bahwa
proses yang belum sempurna pada prekusor protamin juga dapat memiliki dampak
pada fungsi sperma dan dapat mempengaruhi infertilitas jantan (Torregrosa et al.,
2006).
Ekspresi protamin pada kelompok dengan pemberian ekstrak biji anggur (Vitis
vinifera)  yaitu P1, P2, dan P3 menunjukkan adanya peningkatan. Hasil terbaik
ditunjukkan oleh kelompok P3. Keadaan ini diduga akibat pengaruh dari antioksidan
yang terdapat dalam ekstrak biji anggur (Vitis vinifera). Antioksidan adalah zat yang
dapat menurunkan atau menekan stres oksidatif akibat paparan radikal bebas yang
berasal dari asap rokok. Kandungan polifenol pada biji anggur adalah OPC
(Oligomeric Proanthocyanidin Complex). Penelitian oleh Shi et al. (2003)
menunjukkan potensi proanthocyanidin sebagai free radical scavenging adalah 20
kali lipat lebih baik dibandingkan vitamin E dan 50 kali lipat dari vitamin C.
Pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) diyakini mampu menurunkan radikal
bebas dalam tubuh. Penurunan radikal bebas dalam tubuh akan memperbaiki kerja



















anterior guna meningkatkan sekresi hormon FSH dan LH yang diikuti dengan
peningkatan ekspresi protamin.
E
Gambar 5.2 Ekspresi protamin pada testis tikus (Rattus norvegicus)
dengan pembesaran 400x
Keterangan : (A) kelompok kontrol negatif; (B) kelompok kontrol positif; (C)
kelompok P1 dosis 0,9 mg/200g BB; (D) kelompok P2 dosis 2,7
mg/200g BB; (E) kelompok P3 dosis 5,4 mg/200g BB. Tanda





















Hasil ekspresi protamin testis ditunjukkan dengan adanya warna coklat pada
tubulus seminiferus. Pada kontrol negatif menunjukkan ekspresi protamin yang tinggi
ditandai dengan warna coklat yang tersebar pada tubulus seminiferus. Pada kontrol
positif menunjukkan ekspresi protamin yang menurun dibandingkan dengan kontrol
negatif, sedangkan pada kelompok perlakuan yang diberikan ekstrak biji anggur
dengan dosis berbeda menunjukkan adanya peningkatan ekspresi protamin
dibandingkan dengan kontrol positif (Gambar 5.2).
Pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dengan dosis 5,4mg/200g BB
mampu meningkatkan ekspresi protamin. Peningkatan ekspresi protamin ini
disebabkan karena pengaruh pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) pada tikus
yang dipapar asap rokok. Kandungan antioksidan dalam ekstrak biji anggur (Vitis
vinifera) yaitu proanthocyanidins mendonorkan atom H pada radikal bebas sehingga
radikal bebas menjadi stabil dan memasuki sirkulasi darah dalam tubuh yang diikuti
dengan peningkatan regulasi hormonal oleh hipotalamus. Peningkatan sekresi GnRh
oleh hipotalamus selanjutnya akan menginduksi pituitari anterior untuk meningkatkan
sekresi hormon FSH dan LH yang akan merangsang peningkatan baik cAMP PKA



















BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN
6.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan
bahwa :
1. Pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dengan dosis 5,4mg/200g BB
mampu menurunkan secara signifikan ekspresi inhibin pada tikus putih (Rattus
norvegicus) yang diberi paparan asap rokok.
2. Pemberian ekstrak biji anggur (Vitis vinifera) dengan dosis 5,4mg/200g BB
mampu meningkatkan secara signifikan ekspresi protamin pada tikus putih (Rattus
norvegicus) yang diberi paparan asap rokok.
6.2 Saran
Perlu penelitian lebih lanjut tentang senyawa bioaktif pada ekstrak biji anggur
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